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摘要 目的 运用 Cre/Loxp 重组 酶 系统 构建 肝脏 特异 性 CD36 基因 毅 除 小 鼠 并 进行 鉴定 和 
验证 ， 为 研究 CD36 的 生物 学 功能 黄 定 基础 。 方法 构建 CD36 打靶 载体 ， 电 转 转 染 胚 胎 干 
细胞 ， 通 过 长 链 PCR 筛选 出 正确 同 源 重组 的 阳性 克隆 ， 阳 性 胚胎 干细胞 克隆 经 扩 增 后 ， 注 
射 入 C57BL/6J D 5t, 8$ EIE F, REIRA XC, 再 与 Flp 小 所 交配 筛选 获得 Flox 46$ X, 
该 小 鼠 与 引进 的 Alb-Cre DRAR, 在 F3 代 获 得 CD368a:Alb-Cre* 基 因 型 小 筷 ， 即 为 肝脏 特 
异性 CD36 AR EL. UH PCR 鉴定 小 和 鼠 基因 型 ，PCR、 实 时 荧光 定量 PCR 和 Western blot 
rub AUTE CD36 ARAA, Western blot 检测 小 筷 骨 脏 、 脂 肪 和 心肌 组 织 CD36 表达 情 
况 ，HE 染色 观察 小 筷 肝 脏 形 态 学 改变 。 结果 建立 了 CD36 基因 的 Flox 杂 合 子 小 所， 与 
Alb-Cre 小 所 交配 后 , 在 F3 代 算 选 出 CD3688:Alb-Cre- 和 CD36%%:Alb-Cr $ A ÆR, DNA 
水 平 证 实 CD368Ha:Alb-Cre+ 基 因 型 小 筷 肝 脏 CD36 基因 通过 Cre/Loxp 重组 酶 系统 被 敲 除 。 与 
CD3688:Alb-Cre- 基 因 型 小 筷 相 比 ，CD3688:Alb-Cre+* 基 因 型 小 筷 肝 脏 CD36mRNA FA AR 
达 水 平 显著 降低 ， 肾 脏 、 脂 肪 和 心肌 组 织 CD36 蛋白 表达 无 差别 ， 肝 脏 形 态 学 特征 无 明显 差 
异 。 结 论 通过 Cre/Loxp 重组 酶 系统 成 功 构 建 了 肝脏 特异 性 CD36 EI SUR, JWÈ 
CD36 在 肝脏 代谢 和 肝脏 疾病 中 的 功能 提供 了 动物 模型 
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Abstract Objective: To generate mice with a liver-specific knockout of CD36 gene using 
the Cre-Loxp system, which will lay a foundation for the study of the biological function of CD36. 
Methods: CD36 targeting vector was constructed and electroporated into embryonic stem cells. 
Positive clones with correct homologous recombination were screened by long-chain PCR. 
Positive embryonic stem cell clones were amplified and injected into the blastocysts of C57BL/6J 
mice to obtain chimeric mice. And then mated with Flp mice to obtain Flox heterozygous mice. 
The Flox mice were mated with the introduced Alb-Cre mice, and CD36*/!: AIb-Cre* mice were 


obtained in the F3 generation, which are liver-specific CD36 knockout mice. The genotypes of the 
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mice were identified by PCR. PCR, real-time fluorescence quantitative PCR and Western blot 
were used to verify the knockout effects of CD36 gene in the liver. The expression of CD36 in 
kidney, adipose tissue and myocardial tissue was detected by Western blot. Morphological changes 
of the liver were observed by HE staining. Results: Flox heterozygous mice with CD36 gene were 
established. After mating with Alb-Cre mice, CD36'*: AIb-Cre: and CD36*/?: A]b-Cre* genotypes 
were screened in F3 generation. DNA levels confirmed that CD36': A]b-Cre* genotype mouse 
liver CD36 gene was knocked out by the Cre/Loxp recombinase system. Compared with mice 
with CD36'?: A[b-Cre: mice, CD36/!: AIb-Cre* mice had significantly reduced expression of 
CD36 mRNA and protein in the liver, and there was no difference in the expression of CD36 
protein in kidney, adipose tissue and myocardial tissue. There was no significant difference in the 
morphological characteristics of liver. Conclusion: Liver-specific CD36 knockout mice were 
successfully generated by the Cre/Loxp recombinase system, providing an animal model for the 
study of CD36's function in hepatic metabolism and diseases. 
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CD36， 又 名 脂肪 酸 转运 蛋白 (fatty acid translocase,cluster of differentiation 36, 
FAT/CD36), 属于 B 类 清道 夫 受 体 家 族 。 人 CD36 位 于 7q11.2， 有 15 个 外 显 子 ， 
长 32kb， 分 子 量 约 88KDIN。 它 是 一 种 跨 膜 糖 和 蛋白， 包含 两 个 跨 膜 结构 域 、 两 个 
非常 短 的 胞 质 内 台 En T 结构 域 。 在 胞 外 结构 域 靠 近 
羚 基 端 包 含 三 个 二 硫 键 , 这 些 二 硫 键 和 大 量 糖 基 化 证 明 对 CD36 在 膜 上 的 固定 很 
重要 四， 靠近 氨基 六 esr 氧化 低 密度 脂 和 蛋白 或 磷脂 ， 血 小 板 反 应 和 蛋白 和 
恶性 痊 原 虫 感染 的 红细胞 的 结合 结构 域 。CD36 分 布 广泛 ， 在 脂肪 细胞 、 巨 噬 
细胞 、 心 肌 细 胞 、 肝 细胞 等 多 种 细胞 上 均 有 表达 ， 通 过 与 不 同 配 体 的 相互 作用 ， 
CD36 可 调节 多 种 生理 和 病理 过 程 ， 包 括 清道 夫 受 体 功 能 ， 脂 肪 酸 转运 、 脂 质 代 
谢 和 血管 生成 调节 等 内 。 
肝脏 是 人 体重 要 的 代谢 器 官 , 脂 质 代 谢 素 乱 与 肝脏 疾病 的 发 生发 展 有 密切 关 
R., M CD36 在 体内 脂 质 稳 态 调节 中 起 重要 作用 。 研 究 表明 ， 病 理 条 件 下 如 饮食 
诱导 的 肥胖 和 糖尿 病 ，CD36 表达 升 高 促进 肝脏 循环 中 脂肪 酸 的 摄取 喇 ， 也 有 文 
献 报导 CD36 参与 非 酒精 性 脂肪 性 肝病 (nonalcoholic fatty liver disease, NAFLD) 
:的 脂 质 代 谢 素 乱 回 。 近 年 来 研究 发 现 CD36 在 肝癌 中 也 发 挥 作用 ， 原 发 性 肝癌 
上 皮 - 间 质 转化 的 进展 与 CD36 的 表达 和 游离 脂肪 酸 的 水 平 密切 相关 中 。 目 前 关 
于 CD36 的 研究 多 数 基于 体外 实验 ,体内 实验 涉及 有 CD36 基因 襄 除 小 鼠 ， 但 是 
缺乏 一 定 的 组 织 特异 性 ， 为 了 进 一 步 研究 肝 胜 CD36 的 功能 ， 本 课题 组 引进 了 
Alb-Cre 工具 鼠 并 构建 了 Flox 杂 合 子 小 鼠 ， 根 据 Cre/Loxp 重组 酶 系统 的 基因 前 
除 技术 ， 成 功 构 建 了 肝脏 特异 性 CD36 敲 除 小 鼠 并 对 敲 除 效 果 进 行 了 验证 。 
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1 材料 与 方法 


1.1 材料 

PCR 引物 由 警 科 生物 技术 (北京) 有限 公司 合成 ，2*Taq Master Mix(with 
ddH2O) 购 自 诺 唯 赞 生 物 科 技 ( 南 京 ) 有 限 公司 ，PrimeSTAR® GXL DNA 
Polymerase, SYBR Green, 、 逆 转录 试剂 使 和 DL500、DL2000 DNA Marker 购 自 
EEMIL RA) 有 限 公 司 ， 琼 脂 糖 和 BCA 和 蛋白 定量 试剂 使 购 自 北 京 鼎 国 昌 
盛 生 物 技术 有 限 责任 公司 ，50xTAE 购 自生 工 生物 工程 (上 海 ) 股 份 有 限 公 司 ， 
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CD36 antibody 购 自 美国 Novus Biologicals 公司 ，ECL substrate 化 学 发 光 试 剂 盒 

购 自 美国 Bio-Rad 公司 。 实 验 中 构建 Flox 杂 合 子 小 鼠 所 用 Alb-Cre 
小 鼠 购 自 上 海南 方 模式 生物 科技 股份 有 限 公 司 , CS7BL/6 小 鼠 购 自重 庆 医 科大 学 
实验 动物 中 心 ， 实 验 中 动物 均 按 SPF 级 动物 饲养 标准 饲养 。 

1.2 方法 

1.2.1 CD36 凡 基因 型 小 鼠 的 制备 以 CD36 的 $ 号 外 显 子 为 靶 基 因 , 构 建 条 件 性 CD36 
基因 敲 除 (CD36-cKO) 打 鞭 载 体 ， 该 载体 包含 2.7 kb 5' 同 源 臂 、2.6kb Flox 区 域 和 
PGK-Neo-polyA、3.4kb 3' 同 源 辟 和 MC1-TK-polyA 负 筛 选 标记 ， 如 图 1 所 示 。 该 
载体 经 线性 化 后 , 电 转 转 染 胚胎 干细胞 (Embryonic Stem Cells,ES), 经 长 片段 PCR 
鉴定 ， 获 得 正确 同 源 重 组 的 阳性 克隆 。ES 细胞 5' 同 源 辟 鉴定 引物 : 上 游 引物 
5-CAAAACAGCCATACCATCCATACCAT3's 下 游 引物 
S-GGCCTACCCGCTTCCATTGCTC-3'。3' 同 源 展览 定 引 物 : 上 游 引 物 
5-CCGTGCCTTCCTTGACCCTGG-3'; 下游 引物 
5-CAACCTAACAAATCTGAAACAACCCAAG-3', K RAF: 94'C2min, 1 个 循 
$5; 98'C20s, 66'C20s, 68'C2min30s, 32 个 循环 ; 68C5min, 1 个 循环 。 阳 性 
ES 细胞 克隆 经 扩 增 后 ,注射 入 CS7BL/6J ^N GS SE Jn, AERAR. RE 
又 及 条 件 见 参 考 文献 BE。 高 比例 歇 合 小 鼠 与 Flp 小 RE 得 Flox Ze F 
小 鼠 ， 提 取 尾 巴 DNA 验证 基因 型 ， 实 验 条 件 如 1.2.3。 


Wild type allele 1 : 


Targeting vector 


—Loxp 
P -Exon 5 
CD36- s "ri ng vector „$ FRT 
Targeting allele 1 4 loxp 5 P loxp 15 16 J PGK promoter 
a J 一 EM7 promoter 
“Neo 
4 Flp recombinati bGHpA 


Targeting allele . . 
4 lxp 5 loxp 15 16 


(Neo removed) 1 ] 是 ] E 


(a) 


图 1 CD36 基因 打靶 位 点 和 CD36 条 件 性 基因 打靶 载体 示意 图 


Fig. 1 Schematic diagram of CD36 gene targeting site and CD36 conditional gene targeting vector 


(a) The modes of CD36 targeting strategy 
(b) Diagram of the strategy to generate CD36 targeting vector 


1.2.2 肝脏 特异 性 CD36 基因 敲 除 小 鼠 构 建 策略 与 流程 ”制备 的 Flox 小 鼠 是 以 CD36 的 
5 号 外 显 子 为 靶 基 因 ， 在 其 两 侧 各 插入 一 个 Loxp 位 点 ， 当 与 肝脏 特异 表达 Cre 
重组 酶 (Alb-Cre) 的 小 鼠 交 配 后 ，Cre 重组 酶 特异 性 识别 Loxp 位 点 ， 通 过 同 源 重 
组 实现 肝脏 特异 性 CD36 敲 除 。 构 建 流程 如 下 : 首先 将 构建 的 Flox 杂 合 子 小 鼠 
D368+ 和 引进 的 Alb-Cre* [E] 2 / B 2-31 5 CSTBL/G 小 鼠 1:1 交配 扩大 培养 获 
得 较 多 的 CD36^ $9 Alb-Cre' 基 因 型 小 鼠 ; 然后 CD36' X AA EG E] 2c fi zo uH 
CD36M 基 因 型 小 鼠 ，CD36 外 基因 型 小 鼠 与 Alb-Cre* 2& E 78 /]s Bt ac Bo ffi a H 
CD36*:AIb-Cre^ X E] A/R; 最 后 CD368a 基因 型 小 鼠 与 CD368+:Alb-Cre+ 基 
型 小 鼠 交配 征 选 出 CD368a:Alb-Cre+ 基 因 型 小 鼠 ， 即 为 肝脏 特异 性 CD36 8X ERA 
鼠 ， 对 照 小 鼠 为 CD368Ha:Alb-Cre- 基 因 型 小 鼠 ， 如 图 2 所 示 。 
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2 肝脏 特异 性 CD36 基因 敲 除 小 鼠 模 型 构建 策略 和 流程 


Fig. 2 Strategy and procedure for construction of liver-specific CD36 knockout mouse model 


1.2.3 肝脏 特异 性 CD36 基因 敲 除 小 鼠 的 基因 型 鉴定 出 生 后 3 周 龄 小 鼠 分 笼 、 剪 脚趾 
标记 并 剪 取 约 5mm / RE E, £ X 9 EP 管 中 , 加 50ul 组 织 裂解 液 (25mM/L NaoH 
和 0.2mM/L EDTA)， 剪 碎 尾 巴 使 之 充分 降解 。 电 磁 炉 99'C. 800W X 1 小 时 ， 
冷却 后 加 入 50ul 组 织 裂解 终止 液 (40mM/L Tris-Hcl), 3&1, "*3& 12000g 离心 3 
分 钟 ， 提 取 上 清 用 于 PCR 鉴定。 用 于 PCR 的 Loxp 和 Cre 引物 序列 见 表 1， 反 应 
体系 为 24ul: 2XTaq Master Mix 12ul, 上 、 下游 引物 (10uM/L)0.4ul, ddH20O 9.2ul, 
模板 DNA 2ul。Loxp 反应 条 件 : 94'C5min, 14-4635; 94°C30s, 62°C30s, 72°C 
lmin，35 个 循环 ; 72C5min, 1 个 循环 。Cre 反应 条 件 : 94'C2min, 14855; 
94*'C30s, 60'C30s, 72'C30s, 33 个 循环 ; 72C5min, 1 个 循环 。PCR 完成 后 ， 


取 7ulPCR 产物 进行 1.5% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 , 最 后 使 用 凝 胶 成 像 系 统 分 析 小 鼠 基 
型 。 


表 1 基因 型 鉴定 引物 信息 


Tab. 1 Genotyping Primer Information 


基因 引物 序列 结果 判定 


429bp: CD36% 


flox/flox 5'- TCCCTTGAATTGGCCAACTTTG -3' 
429bp+ 379bp : CD36% 
小 鼠 引 物 5'- ACTGCCTGTGAGAACTTCTCAA -3' 
379bp : CD36* 
Alb-Cre 5- TGGCAAACATACCGAAGGG -3' 450bp : Alb-Cre* 


小 鼠 引物 5'- CGGCAAACGGACACAAGGA -3' 0bp: Alb-Cre- 


1.2.4 DNA KF Cre 重组 酶 活性 验证 CD36+#:Alb-Cre-、CD368:Alb-Cre- 和 
CD3688:Alb-Cre* 三 种 基因 型 小 鼠 各 3 只 解剖 , 肝脏 灌注 后 , 剪 取 约 30mg 组 织 按 
小 鼠 基 因 组 抽 提 试剂 盒 说 明 书 提取 DNA, PCR 进行 扩 增 ， 上 游 引 物 
S-TCCTCTTCCTCTTGAACACTCT3' , ， 下 游 引物 
S-TACTTGCTGTACTGGTTGATGG-3', 20ul 反应 体系 : ddH20O 11.2ul, 5X 
PrimeStar GXL PCR Buffer 4ul, 2.5 mM dNTP 2ul, CD36-P1 (10pmol/ u 1) 0.5ul, 
CD36-P2 (10pmol/ u 1) 0.5ul, PrimeStar GXL DNA Polymerase* 0.8ul, genomic 
DNA lul。 反 应 条 件 : 94'C2min, 1 个 循环 ; 98'C20s, 63'C20s, 68'Cl.5min, 32 
个 循环 ; 68'C5min, 1 个 循环 。PCR 完成 后 ， 取 7ulPCR 产物 进行 1% 琼 脂 糖 凝 
胶 电 泳 ， 通 过 凝 胶 成 像 系 统 分 析 小 鼠 肝 脏 表 达 的 Cre 重组 酶 是 否 发 挥 作 用 。 
1.2.5 PCR 检测 肝脏 特异 性 CD36 敲 除 小 鼠 肝 脏 CD36mRNA 表达 水 平 “CD368a:Alb-Cre- 
和 CD368aa:Alb-Cre+* 两 种 基因 型 小 鼠 的 肝脏 组 织 采 用 Trizol 法 提取 RNA, 逆转 录 
R cDNA 后 进行 PCR, 内 参 18S 上 游 引 物 5-AGTCCCTGCCCTTTGTACACA-3!, 
下 游 引物 5-CGATCCGAGGGCCTCACTA-3'; CD36 上 游 引物 
5-GAGCCATCTTTGAGCCTTCA-3'， 下 游 引 物 
5'-TCAGATCCGAACACAGCGTA-3', 25ul 反应 体系 : ddH2O 10ul， 上 、 下 游 引 
物 0.2Sul，SYBR12.Sul，cDNA2ul。 反 应 条 件 : PCR 两 步 法 ， 退 火 温 度 为 61°C。 
采用 2 ^^cT 法 对 数据 进行 相对 定量 ， 分 析 肝 脏 特 异性 CD36 敲 除 小 鼠 肝 脏 CD36 
mRNA 表达 水 平 。 
1.2.6 Western blot 检测 肝脏 特异 性 CD36 敲 除 小 鼠 各 组 织 CD36 的 表达 ”使 用 RIPA 裂解 液 
提取 小 鼠 肝 脏 、 肾 脏 、 附 圣 脂 肪 、 心 肌 组 织 的 总 蛋白 ，BCA INR SS UE ELK 
E. SDS-PAGE 凝 胶 电泳 分 离 蛋 白 样 品 转 至 PVDF 膜 。3% 牛 血清 白 蛋白 37"C 封 
A 1.5 小 时 ， 一 抗 4C S X, TBST 洗 3 次 每 次 15 2-48, — pU ERES 1 小 
Hj, TBST 洗 3 次 每 次 15 分 钟 ，ECL 光化学 法 进行 显 色 ，ImageJ 定量 。 
1.2.7 HE 染色 检测 肝脏 组 织 结构 小 鼠 肝 脏 组 织 石蜡 切片 60'C 烤 箱 20 499, — P 
I ERE 20498, — FR ILER 20 分 钟 ， 无 水 乙醇 浸泡 5 分 钟 ，95% 乙 醇 浸泡 5 
分 钟 ，85% 乙 醇 浸 泡 5 分 钟 ，70% 乙 醇 浸 泡 S 分钟， 蒸馏 水 浸泡 S 分 钟 ， 苏 木 素 
染色 5 分 钟 ， 自 来 水 洗 10 分 钟 ， 伊 红 染色 2 分 钟 ， 自 来 水 洗 2 分 钟 ，70% 乙 醇 
浸泡 5 分 钟 ，85% 乙 醇 浸 泡 $ 分 钟 ， 95% 乙 醇 浸泡 5 分 钟 ，100% 乙 醇 浸 泡 $ 分 钟 ， 
完全 干燥 后 二 甲苯 浸泡 20 分 钟 中 性 树胶 封 片 ， 显 微 镜 下 观察 拍照 。 

1.3 统计 学 方法 
所 有 数据 用 GraphPad Prism 5 软件 进行 统计 分 析 ， 数 据 均 以 均 数 土 标准 差 
(mean 圭 SD) 表示 。 采 用 t-test 对 两 样本 进行 比较 检验 ， 以 P<0.05 为 差异 有 统计 


m 


2 结果 


2.1 条 件 性 CD36 HARRI ERRE, ES 细胞 的 筛选 和 Flox 杂 合子 小 鼠 的 基因 型 鉴定 
将 构建 的 CD36-cKO 打 计 载体 质粒 经 限制 性 内 切 酶 酶 切 后 鉴定 ,获得 6500bp 
和 8000bp 两 个 片段 ， 如 图 3(a) 所 示 。 对 抗 性 ES 细胞 克隆 基因 组 DNA 抽 提 后 ， 
通过 长 链 PCR 筛选 出 正确 同 源 重组 的 阳性 克隆 ,3' 臂 同 源 重 组 阳性 克隆 应 扩 增 出 
3800bp 片段 ， 阴 性 克隆 应 无 产物 ; 3' 臂 同 源 重 组 阳性 克隆 应 扩 增 出 4300bp 片段 ， 
阴性 克隆 应 无 产物 。 结 果 共 获得 4 个 正确 同 源 重 组 的 阳性 ES 细胞 克隆 , 如 图 3(b) 
所 示 E1、E2、E3 fu E4 为 阳性 克隆 ， 并 通过 测序 确认 。 通 过 胚胎 移植 共 获 得 3 


RERAN Æ Flp 小 鼠 交 配 筛 选 获得 Flox 杂 合 子 小 鼠 ， 


所 示 ，C1、C2、C3、C4 和 C5 为 Flox 2 


CD36。 


10000 


8000 


图 3 CD36 条 件 性 基因 打 误 载体 鉴定 、 
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vi 8000bp 
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杂 合 子 小 鼠 ， 并 经 测序 确认 ， 基 医 


5'arm 


3' arm 


- 
- 
s 


El E2 E3 


www. 
(b) 


ES 2g $834 Flox 杂 合子 小 鼠 鉴定 结果 


基因 型 鉴定 如 图 3(c) 


CEN 


Fig. 3 Results of CD36 Conditional Gene Targeting Vector Identification, ES Cell Screening, and Flox 


Heterozygote Mouse Identification 


(a) The CD36 plasmid result of HindIII enzym (b) Results of 5' arm and 3' arm long range PCR 


(c) Identification of Flox heterozygous mice M: DNA marker V: CD36-cKO targeting vector 


ELE2,E3,E4: homologous recombination positive ES cells 
C1,C2,C3,C4,C5: CD36 heterozygous mouse (CD36*^ ) 


2. 1 肝脏 特异 性 CD36 基因 敲 除 小 忌 的 获得 与 基因 型 鉴定 


F1 È CD368#+ 小 鼠 与 Alb-Cre EZ f 
分 小 鼠 基 因 


型 鉴定 ,1-4 号 为 F2 代言 


小 鼠 与 CD36% /) fi 


提交 


号 后 F3 代 部 分 


379bp 一 条 带 为 野生 


FAA Æ CD36, 


TJE F2 代 全 部 小 鼠 进 行 标记 和 基因 


FE 型 基因 型 是 CD36+4+， 
扩 增 出 429bp 一 条 带 为 纯 


寻 型 鉴定 结果 ,5-8 号 为 F2 代 CD368+:Alb-Crer+ 
AN SE S 


型 鉴定 结果 。Flox 鉴定 : 扩 增 出 


扩 增 出 379bp 和 429bp 两 条 带 为 杂 合 


Tx 


因 型 是 CD36, 


再 对 


Alb-Cre 进行 鉴定 : 扩 增 出 450bp 一 条 带 为 Alb-Cre+， 没 有 条 带 为 Alb-Cre-。 所 


以 如 图 4 Bros. 2 m 
型 是 CD369/: AIb-Cre" 7j Xj E 
异性 CD36 B ER ER. 


M 


CD36"":Alb-Cre 7j £f E 8l NER, 6 号 小 鼠 基 因 


小 鼠 ，8 号 小 鼠 基 因 型 是 CD3684:Alb-Cre* 为 肝脏 特 


图 4 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 鉴定 小 鼠 基因 型 


Fig. 4 Identification of mouse genotypes by agarose gel electrophoresis 


1 2 3 4 5 6 7 8 


429bp 
379bp 


Flox 鉴 定 


450bp Alb-Cre 鉴 定 


No. 1-4 mice were generated by mating CD36% mice with Alb-Cre* mice 


No. 5-8 mice were generated by mating CD369^: AIb-Cre* mice with CD36 mice 
1: CD36"*:AIb-Cre* 
3: CD36'":Alb-Cre* 
5: CD369":Alb-Cre 
7: CD36":Alb-Cre* 


2: 


4 
6: 
8 


CD36"":AIb-Cre- 
: CD36':Alb-Cre 
CD36/2: ATb-Cre" 
: CD36'f: AIb-Cre* 
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2.2 CD36'" :Alb-Cre'd& E] 2H; BRLET HE CD36 HAREK ER Ur E 
2.2.1 肝脏 CD36 敲 除 效果 DNA 水 平 验证 

通过 PCR 的 方法 对 Flox 区 域 进 行 扩 增 ， 定 性 判断 Cre 是 否 发 挥 作用 。 根 据 
Flox 区 域 设计 的 引物 ，CD368a:Alb-Cre 基 因 型 s 出 1.9Kb 条 带 ; Cre 作用 后 
CD369/2- AIb-Cre* [| Æ jz 4^ 38 dH. 1.1Kb 条 带 。 结 果 如 图 $ 所 示 ， 证 明 
CD368a:Alb-Cre+ 基 因 型 小 鼠 Alb-Cre 重组 酶 发 挥 作用 敲 除 了 CD36 基因 Flox 区 
域 。 


M CD36'^^: Alb-Cre- CD36t!t: ADb-Cre- CD36mn: Alb-Cre+ 


2000 1.9Kb 


1.1Kb 
1000 


图 SCD36+* :Alb-Cre, CD36!^: AIb-Cre-fil CD368a:Alb-Cre+ 小 鼠 肝 脏 标 本 基因 型 验证 

Fig. 5 Genomic validation of liver specimens of CD36*^:Alb-Cre, CD36:Alb-Cre- and 
CD369?: Alb-Cre* mice 

M: DNA marker 


2.2.2 肝脏 CD36 敲 除 效果 mRNA 水 平 验证 
根据 实时 荧光 定量 PCR 生生 和 有 出 ，CD368a:Alb-Cre+ 基 因 型 小 鼠 即 肝脏 特异 
性 CD36 敲 除 小 鼠 与 对 照 小 和 鼠 CD36aa:Alb-Cre- 基 因 型 小 鼠 相 比 ， 肝 脏 CD36 的 
表达 显著 降低 ， 差 异 有 统计 学 意义 (P<0.05)， 证 明 肝 脏 特异 性 CD36 基因 敲 除 小 
鼠 构 建成 功 。 如 图 6. 


o 2 2 
a 5 m 
* 


Relative CD36 Expresstion 


e 
o 


CD361: A b-Cre C361; Alb-Cret 


6 CD36'":Alb-Cre-fil CD36: AIb-Cre"/]N B& ITE CD36mRNA 表达 情况 (n=3) 
Fig. 6 Liver CD36 mRNA expression in CD36": A]b-Cre: and CD36!?: AIb-Cre* mice (n=3) 
*: P«0.05 


2.2.3 肝脏 CD36 敲 除 效果 蛋白 水 平 验证 
为 了 进一步 验证 CD368a:Alb-Cre+ 基 因 型 小 鼠 肝 脏 CD36 敲 除 效果 ， 我 们 用 
Western blot 检测 了 CD369?: AIb-Cre 基因 型 小 鼠 和 CD368a:Alb-Cre+* 基 因 型 小 鼠 
肝脏 CD36 表达 水 平 。 结 果 如 图 7 显示 ，CD368a:Alb-Cre* 基 因 型 小 鼠 与 
CD36aa:Alb-Cre- 对 照 小 鼠 相 比 ， 肝 脏 CD36 表达 水 平 显著 降低 ， 差 异 有 统计 学 意 
义 (P<0.05)。 同时 检测 了 其 他 组 织 CD36 的 表达 情况 , 可 以 看 出 CD368a:Alb-Crer+ 
基因 型 小 鼠 和 CD368a:Alb-Cre 基因 型 小 鼠 在 肾脏 、 脂 肪 和 心肌 组 织 CD36 表达 


j 
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无 统计 学 意义 (P>0.05)， 再 次 证 明了 肝脏 特异 性 CD36 基因 散 除 小 鼠 构建 成 功 。 
_ Liver _ Kidney Adipose : 
—UTIIL SSKD os ME m m mi CD36 em mmm 
Ty - -—— 43KD — f-Actin Wwe wm kD Acn eem mmm mt KD 


| iud EMEN od Mi 
CD36% Alb-Cre CD36V: AIb-Cre* CD36 Alb-Cre CD36U/:AIb-Cre* CD36: Alb-Cre- CD36% Alb-Cre* 


(a) (5 (e) 


E 
a 


Heart 
| c 
coss |M as as aeaa 8 SED 
i MN I o 


CD36% A[b-Cre CD36mn:Alb-Cre+ 
(d) 


C cp36.Alb-Cre- 
Bl 00:6": Anci 


一 
o 


CD36 relative density 
(folds of control) 
e 
a 
* 


0.0 
Liver kd" pee Heart 
e 


图 7 CD36f//fl: Alb-Cre-fil CD36fV:Alb-Cre+ 小 鼠 肝 脏 、 肾 脏 、 脂 肪 和 心肌 组 织 CD36 蛋白 表达 
Figure 7 CD36 protein expression in CD36fl/fl: Alb-Cre- and CD36fl/fl: Alb-Cre* mice liver, kidney, 
adipose and myocardial tissue 

(a),(b),(c),(d) Expression of CD36 protein in liver, kidney, adipose and myocardial tissue were measured by 
Western blot 

(e)Protein band gray was scanned by Image J software according to Figure 7a,b,c,d 


*: P«0.05 


2.3 肝脏 特异 性 CD36 基因 敲 除 对 小 鼠 繁 殖 、 生 长 和 肝脏 结构 的 影响 

CD36 基因 在 肝脏 特异 性 次 除 后 不 影响 小 鼠 的 繁殖 和 生长 。6 周 
CD36'?: AIb-Cre- A [X| Æ /|s E (n-6) k € X (20.28 +0.90)g, [8] i$ CD3688a:Alb-Cre+ 
基因 型 小 鼠 a=6) 体 重 为 (20.68 士 0.45)g， 两 组 基因 型 小 鼠 体重 差异 无 统计 学 意义 
(P>0.05)。HE 染色 观察 小 鼠 肝 脏 形 态 学 改变 ， 图 8 显示 两 种 基因 型 小 鼠 肝 脏 小 
叶 结 构 完 整 ， 肝 细胞 以 中 央 静 脉 为 中 心 呈 放射 状 排 列 ， 细 胞 结构 完整 ,未 见 显著 
病变 ， 说 明和 肝脏 特 异性 CD36 基因 敲 除 后 不 影响 肝脏 结构 和 细胞 形态 。 


CD36ta:Alb-Cre- CD368a:Alb-Crer+ 


图 8 CD3680:Alb-Cre- 和 CD36ma:Alb-Crer+ 基因 型 小 鼠 肝 脏 HE 染色 (10*20) 
Fig. 8 Hepatic HE staining of CD36"?: Alb-Cre: and CD36"!: AIb-Cre* mice  (10*20) 


3 Wit 

脂肪 酸 转 运 蛋 白 CD36 参与 脂肪 酸 跨 膜 转运 , 对 细胞 内 外 脂 质 分 布 及 代谢 发 
挥 重要 作用 。CD36 可 以 介 导 多 种 细胞 类 型 中 脂肪 酸 的 摄取 ， 但 在 正常 肝 细胞 
以 非常 低 的 水 平 表达 ， 而 在 饮食 诱导 的 肥胖 症 的 动物 模型 的 肝 细胞 中 表达 增加 ， 
这 与 升 高 的 脂肪 酸 摄 取 相 关 [2]。 有 研究 显示 ， 分 布 于 肝脏 的 CD36 5 NAFLD 的 


U 


AU. ARAS UM, CD36 向 肝 细 胞 质 膜 转运 脂肪 酸 可 能 导致 NAFLD & 


者 


TT RE HB UE CRUS, 并且 癌 细 胞 也 经 常 表现 出 脂肪 酸 代 谢 的 变化 , 用 以 满足 能 量 


需求 ,维持 痛 细 胞 的 生长 和 增殖 1 ， 有 研究 发 现 CD36 能 帮助 肿瘤 细胞 从 周围 环 


境 
可 


训 中 摄取 脂肪 酸 ， 作 为 肿瘤 细胞 转移 的 能 量 来 源 17。 近 些 年 研究 发 现 ，CD36 还 


以 通过 组 装 Toll 样 受 体 4 和 6 异 二 聚 体 来 促进 元 菌 性 炎症 0 中 有 文献 报导 CD36 


通过 促进 肝脏 炎症 和 介 导 趋 化 因子 CXCL10 的 促 凋 亡 作 用 在 伴 刀 豆 球 蛋白 A 诱 
导 的 肝 损伤 :起 重要 促 炎 作用 ， 因此 可 能 是 免疫 介 导 的 肝炎 的 潜在 治疗 靶 点 021。 


但 是 CD36 在 肝脏 疾病 中 的 作用 和 机 制 还 有 待 进 一 步 研 究 。 


构建 基因 襄 除 小 鼠 ， 使 某 种 基因 在 体内 或 茶 种 组 织 缺 乏 ， 是 研究 该 基因 功能 


的 主要 方法 之 一 。Cre/Loxp 重组 酶 系统 的 基因 散 除 技术 , 是 基于 Cre 重组 酶 可 以 


识 


别 Loxp 序列 的 特异 回 文 结构 并 催化 两 个 Loxp 序列 之 间 的 基因 片段 发 生 重组 ， 
从 而 将 目的 基因 的 Loxp KRR. WR Cre 重组 酶 通过 基因 工程 技术 置 于 组 织 


或 细胞 特异 性 启动 子 之 后 ， 即 可 实现 对 某 种 组 织 或 细胞 特定 的 基因 进行 敲 除 


[2021]. 


本 研究 为 构建 肝脏 特异 性 CD36 敲 除 小 鼠 ， 首 先 构建 了 Flox 杂 合 子 小 鼠 。 


该 小 鼠 是 在 CD36 基因 的 5 号 外 显 子 两 端 各 插入 了 一 个 Loxp 位 点 ， 与 肝脏 特异 
性 表达 Cre 重组 酶 的 Alb-Cre 小 鼠 交 配 后 ， 子 代 中 Flox 纯 合 Alb-Cre 阳性 
(CD36*/?: A]b-Cre*) I] / R Alb-Cre 重组 酶 特异 性 识别 肝脏 CD36 基因 Loxp 位 点 ， 
肝脏 CD36 基因 的 Flox 区 域 被 敲 除 ， 从 而 获得 肝脏 特异 性 CD36 3 DS X ER BA 
鼠 。 获 得 肝脏 特异 性 CD36 RRRA, RIADNA, mRNA 和 和 蛋白 水 平 对 肝 


RE 


了 其 他 组 织 CD36 的 表达 , 证 明 CD3690: AIb-Cre X [4| 7l / 
因 型 小 最 BA 肾脏 、 脂肪 和 心肌 组 织 CD30 表达 差 异 无 统计 学 意义 。 实验 4 发 现 


基 


CD36 的 敲 除 效果 进行 了 验证 ,， 均 证 明 肝 脏 CD36 X EA AME ERES. E Et JU 
鼠 和 CD36MM.Alb-Cre- 


lm 
PA 


肝脏 特异 性 融 除 CD36 基因 不 影响 小 鼠 的 生长 和 繁殖 ， 并 且 HE 染色 观察 CD36 


基 


因 敲 除 不 影响 肝脏 结构 。 基 于 Cre/Loxp 重组 酶 系统 ， 本 课题 组 成 功 构 建 了 肝 


脏 特异 性 CD36 基因 敲 除 小 鼠 , 为 进一步 研究 肝脏 CD36 的 功能 提供 了 动物 模型 。 
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